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RÉSUMÉ 
Avec le vieillissement, les protéines accumulent des dommages qui affectent leur 
structure et activité. La protéine L-isoaspartate (D-aspartate) méthyltransférase (PIMT) 
est impliquée dans la réparation de protéines endommagées au niveau de résidus 
aspartates. Bien que son mécanisme d'action soit connu, les voies de régulation qui 
influencent l'expression de la PIMT ne sont pas très bien établies. Dans cette étude, il a 
été observé que la protéine nommée glycogène synthase kinase 3 (GSK-3) est impliquée 
dans la régulation de la PIMT. En effet, le traitement de cellules gliales, devenues 
cancéreuses, par différents inhibiteurs connus de GSK-3, dont le lithium, a démontré une 
augmentation de l'expression de la PIMT. Dans la littérature, il a été rapporté que le 
lithium possède deux cibles principales dans la cellule: la voie de l'inositol et la protéine 
GSK-3. Cette dernière kinase est notamment contrôlée par la voie de Wnl. Or, le 
traitement des cellules avec le myo-inositol n'influence pas la PIMT, ce qui exclut la voie 
de l'inositol comme voie de régulation de la PIMT. Les résultats obtenus en présence de 
lithium suggèrent cependant une régulation de la PIMT par GSK-3, par l'intennédiaire de 
la voie de Wnl. Par ailleurs, un traitement des cellules avec différents inhibiteurs de 
protéines kinases, pouvant agir sUl' GSK-3 ne semble pas affecter l'expression de la 
PIMT. Cependant, un traitement des cellules avec un inhibiteur de la synthèse protéique, 
en présence de lithium, empêche l'augmentation de l'expression de la PIMT, ce qui 
suggère une régulation au niveau de sa synthèse. De plus, une analyse par RT-PCR 
démontre une modulation du niveau d'ARNm de la PIMT en présence de différents 
inhibiteurs de GSK-3. L'établissement de nouvelles voies de régulation pourrait pennettre 
d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans des maladies impliquant la PIMT, 
telle que dans l'épilepsie, l'Alzheimer et surtout dans les états maniaco-dépressifs. 
Mots clés: PIMT, GSK-3, lithium, cellules gliales cancéreuses. 
CHAPITRE 1
 
INTRODUCTION
 
1.1 La protéine L-isoaspartate/D-aspartate méthyllransférase 
1.1.1 Histoire et caractéristiques de la PIMT 
Au cours du vieillissement, les protéines subissent de nombreuses modifications qui 
s'accumulent alors dans les cellules. Cette accumulation de protéines endommagées crée 
des déséquilibres biologiques qui sont responsables de différents problèmes de santé. 
Pour pallier à ce problème, il existe plusieurs classes de protéines de réparation, dont la 
protéine carboxyle méthyltransférase, qui a pour principale fonction de transférer un 
groupement méthyle sur des groupements carboxyles de protéines endommagées (Boivin, 
Bilodeau et Béliveau, 1995). La protéine L-isoaspartate (D-aspartate) méthyltransférase 
(PIMT) est une enzyme qui, comme son nom l'indique, permet le transfert d'un 
groupement méthyle, provenant de la S-adénosyl-L-méthionine (SAM), sur un 
groupement a.-carboxyle d'un résidu L-isoaspartate anormal d'une protéine (Aswad, 
1995). 
C'est en 1965 qu'Axelrod et Daly découvrirent, dans des extraits d'hypophyse, le 
précurseur de la PIMT, qu'ils nommèrent alors «enzyme formant du méthanol ». Ce 
qu'ils découvrirent plus précisément c'était la formation de méthanol radioactif lors de 
l'ajout de S-adénosyl-L-méthionine radioactive aux extraits d'hypophyse, sans toutefois 
se douter que ce processus impliquait la méthylation des protéines comme étape 
intermédiaire (Axelrod et Daly, 1965). En 1967, le groupe de Liss a rapporté que la 
méthylation de l'ovalbumine et de J'albumine sérique humaine était dépendante de la 
SAM (Liss et Edelstein, 1967). Ce même groupe a décrit, dans une publication 
subséquente, la purification partielle d'une enzyme de méthylation, provenant d'une rate 
de rat (Liss, Maxam et Cuprak, 1969), sans jamais faire de rapprochement avec les 
travaux d'Axelrod et de Daly. Dans le même ordre d'idées, en 1970, Kim et Paik 
rapportèrent la purification, à partir de thymus de rat, d'une enzyme de méthylation qui 
était dépendante de la SAM, qu'ils nommèrent protéine méthylase II (Kim et Paik, 1970). 
Il a été démontré que cette méthylase II modifiait un bon nombre de protéines mais avec 
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différents degrés d'efficacité. De plus, l'hydrolyse des protéines méthylées avec le 14 C 
menait à la fOlmation de méthanol radioactif, ce qui suggérait que cette méthylase II était 
la même enzyme qu'étudiait le groupe de Liss (Aswad, 1995). C'est un 1973 qu'un 
consensus a été établi pour dire que l'enzyme étudiée par le groupe de Liss et la 
méthylase II de Kim et Paik était la même enzyme que celle qui fut découverte par 
Axelrod et Daly. Au cours de l'année suivante, Diliberto et Axelrod ont confirmé la 
présence d'une activité carboxyle méthyltransférase au niveau de l'hypophyse et ont 
démontré que de nombreuses hormones hypophysaires étaient de bien meilleurs 
accepteurs de groupements méthyles que ['était l'ovalbumine (Diliberto et Axelrod, 
1974). 
Au cours de la décennie qui suivit, plus de 60 articles concernant les propriétés et les 
fonctions de la protéine carboxyle méthyltransférase ont été publiés. Des rôles dans le 
relargage de vésicules, dans l'entreposage d'hormones, dans l'activité de la calmoduline 
et dans la chémotaxie des bactéries ont été suggérés pour cette protéine. À un moment, 
certains chercheurs ont même suggéré que la protéine carboxyle méthyltransférase 
pouvait avoir un rôle de régulation, un peu comme les protéines de phosphorylation 
(Aswad, 1995). Bref, les années passèrent sans que quiconque ne parvienne à identifier 
clairement les fonctions de cette protéine. En 1984, Murray et Clarke parvinrent à 
identifier que la protéine carboxyle méthyltransférase méthylait sélectivement les résidus 
L-isoaspartates de l'adénocorticotropine désamidée (Murray et Clarke, 1984). Ainsi, plus 
les années passèrent, plus la spécificité de cette protéine carboxyle méthyltransférase se 
précisait. En 1992, Clarke et Lowenson ont démontré que cette protéine pouvait 
également méthyler les résidus D-aspartates mais avec une efficacité de 1 500 à 20 000 
fois inférieure aux résidus L-isoaspartates (Lowenson et Clarke, 1992). C'est donc à 
partir de ce moment que la protéine prit le nom de « protéine L-isoaspartate (D-aspartate) 
méthyltransférase )} ou PIMT. 
Le gène de la PIMT code pour une protéine d'environ 24 500 daltons qui se retrouve 
dans la plupart des organismes vivants. En effet, il a été rapporté que la PIMT est 
présente chez les bactéries, les champignons, les plantes et les animaux (Barten et ü'Dea, 
1990). Par ailleurs, en plus de se retrouver dans quatre des cinq règnes du monde vivant, 
la PIMT est exprimée dans de nombreux tissus. C'est dans le cerveau que le niveau de la 
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PIMT est le plus élevé, suivi de près par les testicules (Aswad, 1995). Toutefois, la PIMT 
a pu être purifiée à partir d'autres organes dont le thymus (Kim, 1973), les érythrocytes 
(Kim, Choi et Jun, 1983) et le rein (Gingras, Ménard et Béliveau, 1991). Le 
fractionnement de ces divers organes a permis de constater que la PIMT se retrouve en 
majorité dans le cytosol. Cependant, des études ont permis d'identifier la PIMT au niveau 
des membranes du cerveau (Sellinger et al, 1988) et du rein (Boivin, Gingras et Béliveau, 
1993) ainsi qu'au niveau du noyau, chez la plante Arabidopsis (Xu et al, 2004). 
Chez l'humain, il existe deux isoformes de la PIMT, désignées isoforme de type 1 et 
de type lI. Ces deux isoformes semblent provenir d'un épissage alternatif du gène de la 
PIMT, situé sur le chromosome 6, qui aboutit à une différence de séquence au niveau de 
la région C-terminale de la protéine (Clarke, 2003), la séquence finale de l'isoforme 1 
étant RWK (299 p.b) et de l'isoforme II RDEL (346 p.b.). Comme la séquence 
C-terminale de l'isoforme II s'apparente fortement au signal de rétention du réticulum 
endoplasmique, qui est KDEL, il serait logique de retrouver la PIMT à ce niveau (Potter 
et al, 1992). Toutefois, aucune activité de méthylation par la PIMT n'a été rapportée de 
manière significative, jusqu'à présent, au niveau du réticulum endoplasmique. Puisque les 
deux isoformes diffèrent par leur séquence en acides aminés, chacune d'elles possèdent 
également un point isoélectrique qui leur est propre, soit de 6,5 pour l'isoforme de type 1 
et 5,5 pour l'isoforme de type II (Aswad, 1995; Lanthier et al, 2002). Bien que ces deux 
isoformes se distinguent par quelques caractéristiques, aucune fonction distincte ne leur a 
été associée jusqu'à présent. Il semblerait qu'il existe une troisième isoforme de la PIMT, 
dont le point isoélectrique se situerait à mi-chemin entre les deux isoformes précédentes. 
Cependant, cette troisième isoforme semble beaucoup moins abondante et n'a pas encore 
été bien caractérisée (MacLaren, Kagan et Clarke, 1992). 
En plus d'avoir différentes isoformes, la PIMT possède également un polymorphisme 
qui lui procure une certaine diversité. Ce polymorphisme se situe à la surface d'une poche 
hydrophobe, à l'opposé du site actif, sur J'acide aminé 119 (Clarke, 2003). Ce dernier 
peut être soit une isoleucine ou une valine. Les polymorphismes ont été étudiés dans des 
érythrocytes à partir desquels il a été démontré que lorsque la protéine portait une 
isoleucine en position 119, cela lui conférait une meilleure thermostabilité, tandis que la 
valine en position 119 lui procurait une meilleure affinité pour les protéines 
endommagées (DeVry et Clarke, 1999). 
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1.1.2 Formation des protéines endommagées et réparation par la PIMT 
Les protéines peuvent être altérées par différentes modifications post-traductionnelles 
comme le clivage des chaînes, la désamidation, la glycosylation, l'oxydation et la 
phosphorylation. Ces différentes modifications des protéines créent souvent un 
changement conformationnel qui peut aboutir à une altération dans la fonction de la 
protéine (Robinson et Robinson, 2004). La désamidation des asparagines et 
l'isomérisation des acides aspartiques sont de bons exemples de modifications non 
enzymatiques qui affectent les fonctions des protéines, en formant des résidus 
L-isoaspartates anormaux. Ces processus sont très fréquents et surviennent spontanément 
à l'intérieur des cellules. Toutefois, des facteurs tels que la température et le pH 
environnant, ainsi que la structure et le temps de demi-vie de la protéine cible peuvent 
influencer ces processus. 
Peptide X Peptide aspl31iyle 
asparaginyle 
H~O 
o 
1 
~N~:)-
1 
o
 
Imic1e cyclique
 
~o· ~Il~c/NH"""""'"
o•
Peptide isoaspartyle Peptide aspartyle 
Figure 1.1 Mécanismes de formation de résidus isoaspartates provenant des acides 
aminés asparagines ou aspartates des protéines (Tirée de Aswad, Paranandi et 
Schurter,2000). 
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Dans le processus de désamidation, la structure primaire de la protéine joue un rôle 
primordial. En effet, Jes protéines qui sont le plus susceptibles de subir cette modification 
sont les protéines possédant une asparagine suivie d'une glycine ou d'un petit acide 
aminé hydrophobe (Clarke, 2003). La désamidation est initiée par une attaque nuc1éophile 
de l'azote du lien peptidique sur le groupe carbonyle de la chaîne latérale de l'asparagine 
(Figure 1.1). Ce processus va mener à la formation d'un intennédiaire cyclique, le 
succinimide. Cet intennédiaire peut également être formé par la déshydratation d'un 
aspartate dans une protéine. Le succinimide ainsi formé est instable et est alors hydrolysé 
pour former soit un résidu isoaspartate anormal ou un résidu aspartate, dans un ratio 
d'environ 3 :1 (Weintraub et Manson, 2004). 
La fonnation spontanée de résidus L-isoaspartates n'est pas dommageable pour la 
cellule. C'est plutôt l'accumulation, au cours du vieillissement, de ces protéines 
endommagées, qui peut causer des dérèglements cellulaires. C'est le cas notamment dans 
certaines maladies, dont l'Alzheimer (Clarke, 2003). Dès lors, la PIMT devient essentielle 
dans la cellule, en permettant la réparation des résidus L-isoaspartates. En effet, la PIMT 
a la capacité de reconnaître les résidus L-isoaspartates et D-aspartates et de les réparer. 
Toutefois, elle ne possède pas une très grande affinité pour les résidus D-aspartates. De 
plus, les résidus L-aspartates et D-isoaspartates ne font pas partie des substrats de la 
PIMT (Figure 1.2). Cette spécificité de réparation de la PIMT est due à l'orientation de 
l'atome d'azote, qui se trouve en avant-plan et qui empêche la PIMT de se fixer sur les 
résidus L-aspartates et D-isoaspartates (Clarke, 2003). 
Substrats de 
laPIMT 
l.-isoAsp 
Pas reconnus 
par la PIMT 
Figure 1.2 Configuration des résidus aspartates reconnus ou non par la PIMT (Tirée de 
Clarke, 2003). 
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Ainsi, la réparation des résidus L-isoaspartates par la PIMT se fait par le transfert 
d'un groupement méthyle, provenant de la SAM, sur les résidus carboxyles des protéines 
endommagées. Il y a alors formation d'Un groupement méthylester sur la protéine ciblée 
et libération de S-adénosyl-L-homocystéine (SAH), qui peut agir comme inhibiteur 
compétitif de la réaction de méthylation. Le groupement méthylester de la protéine va par 
la suite s'hydrolyser spontanément et ainsi libérer du méthanol et former un intermédiaire 
succinimide qui se convertira à son tour en résidus aspartates ou L-isoaspartates. 
L'efficacité de réparation de la PIMT est d'environ 30%. Cependant, le cycle de 
réparation peut survenir plusieurs fois, assurant une réparation presque complète des 
protéines endommagées (Figure 1.3). L'activité de la PIMT est donc essentielle afin de 
maintenir un niveau très bas de protéines anormales dans les cellules. 
Oy
AdoMet AdoHcy ~) ~ ./. N 
PIMT 'N O, CH3 
o o 
L-lsoAsp L-isoAsp-OMe ~ ~MeOH 
'N )l~~ · 'N 0\5­~ 15-30% ~t\ 
o 0 
L-Asp L-imide 
D-imide 
o 
D-isoAsp 
Figure 1.3 Mécanisme de réparation des protéines par la PIMT (Tirée de Young et al, 
2005). 
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l.1.3 Rôles et implications biologiques de la PIMT 
La PIMT permet donc à certaines protéines de retrouver leur fonction biologique, bien 
que plusieurs cycles peuvent être nécessaires afin d'obtenir une bonne efficacité de 
réparation. Cela a par ailleurs été démontré pour la caLmoduline. En effet, il a été rapporté 
que la PIMT pouvait restaurer jusqu'à 50% de la capacité qu'a la calmoduline à activer la 
kinase dépendante du calcium (Jonhson, Langmack et Aswad, L987). Il en est de même 
pour le collagène. li a été démontré que le collagène de type l, provenant de rats âgés de 
20 mois, diminuait jusqu'à 65% la motilité cellulaire. En ajoutant de la PlMT 
recombinante à ce collagène, il était possible de retrouver jusqu'à 72% de la migration 
cellulaire (Lanthier et Desrosiers, 2004). En plus de son implication dans la réparation des 
protéines, il a également été rapporté que la PlMT avait un rôle dans l'apoptose, le cancer 
et dans certains désordres neurologiques. 
Il a en effet été rapporté que la PIMT avait un rôle anti-apoptotique. Une étude a 
démontré que la molécule CGP3466, qui s'apparente au R-(-)-Deprenyl, un médicament 
anti-Parkinsonien, permettait d'induire la PIMT au niveau transcriptionnel, dans des 
cellules astrogliales. Suite à cette observation, le même groupe a démontré que la 
surexpression de l'isoforme II de la PIMT protégeait les cellules neuronales de l'apoptose 
induite par Bax (Huebscher et al, 1999). Il semblerait donc que la PIMT puisse être 
associée à la survie cellulaire. Toutefois, la PIMT a été étudiée dans certains cancers et il 
a été démontré que le niveau de la PIMT diminuait dans tous les grades des tumeurs 
astrocytaires (Lapointe et al, 2005). D'un autre côté, plusieurs facteurs pouvant causer la 
formation de tumeurs, tels qu'une hypométhylation de l'ADN (Pascale et al, 2002) ou 
l'hyperhomocystéinémie (Wu et Wu, 2002) peuvent également influencer le niveau 
d'expression de la PIMT, en créant une déficience en SAM ou un excès de SAH . En pLus 
d'être impliqué dans la formation de tumeurs, l'hyperhomocystéinémie, qui est une 
conséquence d'une déficience en acide folique, semble être à l'origine de certaines 
maladies telles que les maladies cardiovasculaires, l'Alzheimer et le Parkinson (K.ruman 
et al, 2002). Par ailleurs, il a déjà été mentionné que la PlMT pourrait être impliquée dans 
des maladies de désordres neurologiques telles que l'Alzheimer (Roher et al, 1993; 
Shimuzu, Matsuoka et Shirasawa , 2005) et l'épilepsie (Yamamoto et al, (1998); 
Lanthier et al, 2002) . 
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En effet, des études sur l'implication de la PIMT dans la maladie d'Alzheimer ont 
déjà été effectuées. Une de ces études a démontré que les résidus aspartates, aux positions 
1 et 7, des peptides ~-amyloïdes, étaient transformés en L-isoaspartates, D-isoaspartates 
et D-aspartates, dans des cerveaux atteints de la maladie d'Alzheimer (Roher et al, 1993). 
À partir de cette étude, le groupe de Shimuzu (2005) a démontré une augmentation de la 
formation de résidus L-isoaspartatates dans les peptides ~-amyloïdes, impliqués dans la 
maladie d'Alzheimer. Ils ont étudié l'isomérisation des résidus en position 7 et 23 et en 
sont arrivés à la conclusion que les résidus isomérisés en position 23 augmentaient 
fortement l'agrégation des peptides dans les plaques séniles. Ils ont par la suite analysé 
l'expression de la PIMT dans des cerveaux atteints de l'Alzheimer et ont démontré que la 
PIMT est surexprimée dans les neurones, au niveau des dégénérescences neurofibrillaires, 
mais n'est pas localisée au niveau des plaques séniles, puisque ces dernières se trouvent à 
l'extérieur de la cellule. Ceci démontre donc l'importance de la PIMT dans les systèmes 
biologiques, notamment au niveau du cerveau. De ce fait, Yamamoto et al (1998) ont 
démontré que des souris déficientes pour le gène de la PIMT décèdent de l'épilepsie. Une 
autre étude a démontré que l'expression réduite de la PIMT dans des hippocampes 
d'humains atteints d'épilepsie était associée à J'accumulation de résidus L-isoaspartates 
dans différentes protéines, dont la tubuline (Lanthier et al, 2002). D'un autre côté, il a été 
démontré que des souris déficientes en PIMT, manipulées génétiquement de manière à 
réintroduire un gène codant pour la PIMT dans le cerveau, évitent les crises d'épilepsie 
(Shimizu et al, 2002) et peuvent même vivre jusqu'à 5 fois plus longtemps que des souris 
non traitées (Lowenson et al, 2001). 
11 ne fait donc aucun doute que la PIMT occupe une place prépondérante dans les 
systèmes biologiques. Bien que son mécanisme d'action soit aujourd'hui bien élucidé et 
que de nombreuses études aient démontré son rôle dans plusieurs maladies, très peu 
d'études ont été effectuées jusqu'à présent sur les voies de signalisation pouvant réguler 
l'expression de la PIMT. Comme notre équipe a déjà démontré une diminution de 
l'expression et de l'activité de la PIMT dans les glioblastomes (Lapointe et al, 2005), nos 
efforts se sont portés sur l'étude du rôle de la PIMT dans les voies de survie cellulaire. Au 
cours de ces recherches, nous avons pu observer que l'expression de la PIMT est modulée 
par la présence de chlorure de lithium (LiCI), une molécule bien connue pour son 
implication dans le traitement des désordres bipolaires et qui agit principalement sur la 
protéine glycogène synthase kinase-3 (GSK-3). 
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1.2 La glycogène synthase kinase-3 
1.2.1 Les propriétés de GSK-3 
La glycogène synthase kinase-3 est une protéine multifonctionnelle du genre 
sérine/thréonine kinase. Cette protéine se retrouve sous une forme active dans la plupart 
des cellules eucaryotes, avec une forte concentration au niveau du cerveau (Tung et Reed, 
1989), et peut être inhibée suite à l'activation de nombreuses voies de signalisation 
(Woodgett, 2001). La protéine GSK-3 possède deux isoformes, codées par deux gènes 
distincts: GSK-3 ex. et GSK-3 ~ (Figure 1.4). L'isofonne ex. a un poids moléculaire de 
51 kDa alors que celui de l' isoforme ~ est de 47 kDa. Cette différence de masse 
s'explique par le fait que la fonne ex. possède, à son extrémité N-terminale, une extension 
riche en glycine (Doble et Woodgett, 2003). Ces deux isoformes sont homologues à 98% 
au niveau de leur domaine kinase mais sont très différentes au niveau de leur extrémité 
C-terminale, ne partageant que 36% d'homologie dans cette région (Woodgett, 1990). Par 
ailleurs, les fonctions de ces deux isoformes ne sont pas les mêmes. Le groupe de 
Hoeflich (2000) a démontré que des souris déficientes dans le gène codant pour GSK-3 ~, 
mouraient en phase embryonnaire, dû à de nombreuses lésions au foie. Comme les souris 
exprimaient tout de même la protéine GSK-3 ex., ils ont donc démontré que la présence de 
cette isoforme ne pouvait compenser la perte des fonctions liées à GSK-3 ~ et que ces 
deux isoformes avaient bien des fonctions distinctes. 
Domaine Kinase Gly-rich 
1 1 
a 51 kDa 
821 Y279 
47 kDa ~ 
89 Y216 
Figure 1.4 Représentation des isoformes ex. et ~ de la protéine GSK-3 (Tirée de Doble et 
Woodgett, 2003). 
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La protéine GSK-3 est constitutivement active dans les cellules. Toutefois, afin de 
pouvoir effectuer la phosphorylation de ses nombreux substrats, ces derniers doivent être 
préférentiellement pré-phosphorylés (Figure 1.5A). La séquence portée par les substrats 
et reconnue par GSK-3 est Ser/Thr-X-X-X-Serffhr-P, où la Ser/Thr de départ est le 
résidu cible, X est n'importe quel acide aminé, mais généralement une proline, et la 
dernière Ser/Thr-P est le site qui doit être pré-phosphorylé (Doble et Woodgett, 2003). Un 
bon exemple de ce processus est la phosphorylation de la glycogène synthase (GS) par 
GSK-3. GSK-3 ~ ne va phosphoryler la GS que si elle est préalablement phosphorylée 
par la caséine kinase II sur la Ser656. Une fois cette phosphorylation effectuée, GSK-3 ~ 
pourra ensuite procéder à des phosphorylations successives des Ser652, Ser648, Ser644 et 
Ser640 de la GS. La phosphorylation par GSK-3 ~ va s'effectuer à partir de J'extrémité 
C-terminale vers l'extrémité N-terminale. Chaque phosphorylation dépend de la 
phosphorylation précédente (Dajani et al, 2001). Bien que cette pré-phosphorylation ne 
soit pas un prérequis absolu, elle augmente de 100 à 1000 fois l'efficacité de 
phosphorylation de nombreux substrats de GSK-3 (Thomas et al, 1999). 
L'inactivation de GSK-3 se fait également par l'intermédiaire d'une phosphorylation 
(Figure 1.5B). C'est la phosphorylation de la Ser9 de GSK-3 ~ et de la Ser21 de GSK-3 a 
qui est responsable de son inhibition (Cross et al, 1995). Cette phosphorylation va jouer 
le rôle d'un pseudo substrat pré-phosphorylé et va occuper le site actif de GSK-3, 
l'empêchant ainsi de se lier à d'autres substrats. Toutefois, une mutation de GSK-3 au 
niveau de l'arginine 96 par une alanine, va amener un changement de polarité au niveau 
du site de liaison des substrats (Figure 1.5C). Ce changement va faire en sorte que même 
si la protéine GSK-3 est phosphorylée au niveau de la Ser9 ou Ser21, ces dernières ne 
pourront plus occuper le site actif de la protéine. Cette mutation permettra donc à GSK-3 
de demeurer active et de pouvoir phosphoryler des substrats qui ne seront pas pré­
phosphorylés (Doble et Woodgett, 2003). 
II 
Cellules au repos Cellules stimulées 
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Inactive 
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Substrat pré-phosphorylé Substrat pré-phosphorylé 
Figure 1.5 Régulation de l'activité de GSK-3 13 par la phosphorylation de la Ser9 (Tirée 
de Doble et Woodgett, 2003). A) Phosphorylation par GSK-3 13 des substrats non 
phosphoryJés ou pré-phosphoryJés par une autre protéine kinase (PK), dans les cellules au 
repos (C.S. : site catalytique). B) Inactivation de GSK-3 13 par l'intermédiaire d'une 
kinase inhibitrice (IK) qui phosphoryle GSK-3 13 sur Ja Ser9. C) Effet de la mutation de 
l'arginine 96 par une alanine sur J'activité de GSK-3 13. 
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1.2.2 Voies de signalisation impliquant GSK-3 
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Figure 1.6 Substrats de GSK-3 (Tirée de Frame et Cohen, 2001). 
La figure 1.6 montre les multiples substrats que peut phosphoryler GSK-3. La grande 
quantité de substrats associés à GSK-3 démontre bien l'importance de cette protéine dans 
la cellule. En effet, la glycogène synthase kinase-3 joue un rôle crucial dans la cellule 
puisqu'elle est impliquée dans de nombreuses voies de signalisation, la plus connue étant 
sans aucun doute la voie de l'insuline. La première fonction à avoir été attribuée à 
GSK-3, il y a de cela plus de 20 ans, est la phosphorylation et l'inactivation de la 
glycogène synthase, entraînant ainsi l'arrêt de la synthèse de glycogène. Tout ce 
processus s'effectue dans des cellules au repos. Toutefois, lorsque les cellules reçoivent 
un signal provenant de l'insuline, il y a alors activation de la voie du phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3K). Cette protéine, par l'intermédiaire de différentes cascades, va permettre 
la phosphorylation et l'activation de la protéine Akt. Une fois activée, cette protéine peut 
phosphoryler la Ser9 ou la Ser21 de GSK-3 et ainsi l'inactiver, ce qui permettra 
éventuellement d'activer la glycogène synthase (Frame et Cohen, 2001) et de rétablir la 
synthèse de glycogène. De plus, J'inactivation de GSK-3 par cette voie de signalisation va 
permettre une augmentation de la synthèse des protéines via la déphosphorylation et 
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l'activation de eIF2B, un facteur d'initiation de la synthèse protéique. GSK-3 peut 
également être inhibée par la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinase). Dans 
ce cas-ci, ce sont les facteurs de croissance comme l'EGF (Epidermal growthfactor) ou 
le PDGF (Platelet-derived growth factor) qui vont stimuler la voie des MAPK, entraînant 
l'activation de la MAPK AP-KI (MAPK-activated protein kinase]), qui à son tour va 
phosphoryler GSK-3 et l'inactiver. Ceci aura pour effet d'activer certaines protéines 
impliquées dans le cycle cellulaire ou certains facteurs de transcription tels que la cycline 
Dl (Diehl et al, 1998) ou la protéine c-Myc (Gregory, Qi et Hann, 2003). De la même 
manière, les protéines S6KI (p70S6 kinase), PKA (protéine kinase A) et PKC (protéine 
kinase C) peuvent aussi phosphoryler et inhiber GSK-3 (Doble et Woodgett, 2003). 
Une autre voie de signalisation importante, impliquant GSK-3, est la voie de Wnt. Les 
protéines Wnt sont une famille de protéines extracellulaires, riches en cystéines et 
glycosylées, qui jouent un rôle dans la différentiation, la croissance, la migration ainsi 
que dans la survie cellulaire (Smalley et Dale, 1999). En absence de signal provenant de 
Wnt, GSK-3 est active et peut donc phosphoryler l'a,'(ine, l'APC (Adenomatous Polyposis 
Coli) et la ~-caténine qui sont associées les unes avec les autres dans un complexe multi­
protéique. La p-caténine ainsi phosphorylée est alors ubiquitinylée puis dégradée par le 
protéasome (Aberle et al, 1997). Lorsque la protéine Wnt se lie à son récepteur 
transmembranaire Frizzled, il y a alors activation de la voie de signalisation et 
inactivation de GSK-3. Toutefois, contrairement à la voie de l'insuline, cette inactivation 
ne semble pas être médiée par une phosphorylation de la Ser9 de GSK-3 p (Ding, Chen et 
McCormick, 2000). Bien que le mécanisme exact de l'inactivation de GSK-3 dans cette 
voie de signalisation ne soit pas encore clairement établi, une hypothèse stipule que 
GSK-3 interagit avec une protéine FRAT (Frequently rearranged in advanced T-cell 
lymphomas) qui l'empêcherait d'agir. Cette protéine interagit également avec une 
protéine importante de la voie de Wnt, soit la protéine Dsh (Dishevelled), et leur 
association permettrait de rompre les liens du complexe multi-protéique impliquant 
GSK-3 (Frame et Cohen, 2001). De cette manière, GSK-3 ne pourrait plus phosphoryler 
la ~-caténine, ce qui permettrait à cette dernière de s'accumuler dans la cellule et d'être 
éventuellement dirigée vers le noyau, où elle pourra activer certains gènes, par 
J'intermédiaire de différents facteurs de transcription, dont le TCF/LEF (T-cell 
factor/lymphoid enhancer factor) (Doble et Woodgett, 2003). 
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Figure 1.7 Voies de signalisation impliquant GSK-3 (Tirée de Cohen et Frame, 2001). 
Comme GSK-3 est impliquée dans de nombreuses voies de signalisation, cela signifie 
inévitablement que cette protéine soit également impliquée dans des pathologies liées à la 
dérégulation de ces voies de signalisation. Tl n'est donc pas étonnant de voir que de 
nombreuses études aient associé GSK-3 à des maladies telles que le diabète, le cancer, 
l'Alzheimer et, plus récemment, aux désordres bipolaires. 
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1.2.3 Implications biologiques de GSK-3 
Suite à la découverte du rôle de GSK-3 dans la synthèse du glycogène, de nombreuses 
études ont été effectuées afin de déterminer si cette protéine pouvait avoir une implication 
dans le diabète. Or, une étude a démontré que l'activité de GSK-3 est plus élevée dans les 
tissus diabétiques, ce qui en fait une excellente cible thérapeutique pour la résistance à 
l'insuline et le diabète de type 2 (Kaidanovich et Eldar-Frinkelman, 2002). Par ailleurs, le 
groupe de Plotkin et al (2003) a synthétisé un peptide dont la séquence est celle d'un 
substrat pré-phosphorylé pouvant être reconnu par GSK-3. Ce peptide peut donc agir 
comme inhibiteur compétitif de cette protéine et ainsi permettre une augmentation de la 
synthèse de glycogène dans des cellules HEK 293 et une meilleure capture du glucose par 
des adipocytes primaires de souris, et ce en présence ou en absence d'insuline. Ceci 
démontre bien J'implication que peut avoir GSK-3 dans le diabète. 
D'un autre côté, la voie de Wnt est une des voies de signalisation dont le dérèglement 
est souvent associé au cancer et, puisque plusieurs substrats de GSK-3 sont des protéines 
impliquées dans le cycle cellulaire, il devient intéressant d'étudier le rôle que peut jouer 
cette protéine dans le cancer. De ce fait, il a été rapporté que GSK-3 contribue à la 
prolifération de cellules d'ovaires humains cancéreuses, en activant le facteur de 
transcription NF-kappaB (Cao, Lu et Feng, 2006). De plus, dans la même étude, il a été 
démontré qu'une inhibition de cette protéine prévenait la formation de tumeurs, après 
l'injection de cellules d'ovaires cancéreuses, dans des souris nues (Cao, Lu et Feng, 
2006). Par ailleurs, de nombreux articles rapportent l'activation de NF-kappaB par 
GSK-3 dans différents cancers tels que ceux du pancréas, de la prostate et de l'intestin 
(Ougolkov et al, 2005; Misra, Deedwania et Pizzo, 2006 ; Shakoori et al, 2005). Encore 
une fois, GSK-3 devient une cible thérapeutique intéressante pour éviter la progression de 
certaines formes de cancer. 
Dans un autre ordre d'idées, des études récentes ont démontré que GSK-3 est 
également impliqué dans des maladies neurologiques dont l'Alzheimer et les désordres 
bipolaires. Dans l'Alzheimer, l'activité de GSK-3 est augmentée, ce qui résulte en une 
hyper-phosphorylation de la protéine Tau, le composant principal des dégénérescences 
neurofibrillaires dans les cerveaux d'Alzheimer. Cette hyper-phosphorylation passerait 
toutefois par l'intermédiaire de l'activation de la protéine MARK2 (microtubule affinity­
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regulating kinase 2), qui à son tour procéderait à la phosphorylation de la Ser262 de Tau 
(Kosuga et al, 2005). Cependant, le lithium semble pouvoir prévenir cette hyper­
phosphorylation. Une étude a démontré que lorsque des cellules neuronales NT2N étaient 
mises en présence de lithium, l'hyper-phosphorylation de Tau diminuait, et que ce 
processus s'effectuait par l'inhibition de GSK-3 (Hong et al, 1997). Par ailleurs, 
l'implication de GSK-3 dans les désordres bipolaires, a été associée à son inhibition par le 
lithium. En effet, le lithium est un médicament utilisé depuis plus de 50 ans pour traiter 
les cas de maniaco-dépression. Toutefois, son rôle comme inhibiteur de GSK-3 n'est 
apparu qu'au début des années 1990. Il semblerait que le lithium puisse inhiber GSK-3 de 
deux manières (Figure 1.8). Premièrement, le lithium peut agir directement sur GSK-3 
comme inhibiteur compétitif du Mg2+, ce qui empêche GSK-3 d'être active et de 
phosphoryler ses substrats. Deuxièmement, le lithium pourrait inhiber indirectement 
GSK-3 en empêchant partiellement sa déphosphorylation par des phosphatases (lope, 
2003). Dans les désordres bipolaires, le traitement au lithium ne donne des résultats 
qu'après un traitement chronique avec une dose de lithium équivalente à la moitié de son 
ICso, soit de 1 mM. Cela implique donc que l'inhibition de GSK-3 dans cette maladie se 
ferait probablement de manière indirecte, donc plus lentement, et de manière partielle, 
permettant ainsi de conserver les fonctions cruciales de GSK-3 dans la cellule. Un fait 
intéressant est que la protéine GSK-3 partage certaines similitudes avec la PIMT : ces 
deux protéines se retrouvent en forte concentration dans le cerveau et elles sont toutes 
deux impliquées dans des maladies neurologiques dont l'Alzheimer. Par ailleurs, notre 
équipe a récemment démontré que la PIMT peut être régulée par la protéine mTOR, une 
protéine qui a également un effet sur GSK-3, par l'intermédiaire de la S6KI (Frame et 
Cohen, 2001). Il devient donc intéressant d'étudier le lien entre GSK-3 et la PIMT. 
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Figure 1.8 Mécanismes d'inhibition de GSK-3 par le lithium (Tirée de Jope, 2003). 
17 
1.3 Objectifs de la recherche 
La PIMT occupe une place importante au sein des cellules, particulièrement au 
niveau du cerveau. Cela a par ailleurs été démontré par de nombreuses études 
démontrant son implication dans plusieurs maladies neurologiques. Bien que son 
mécanisme d'action soit aujourd'hui clairement établi, les voies de signalisation 
pouvant réguler l'expression et l'activité de la PIMT ne sont encore que très peu 
connues. Il est essentiel de connaître la base de la régulation de cette protéine afin de 
mieux comprendre son rôle dans la cellule puis éventuellement identifier des cibles 
thérapeutiques, que ce soit pour le cancer, l'épilepsie ou l'Alzheimer. C'est pourquoi 
notre étude s'est attardée sur le lien qui pouvait exister entre la PIMT et GSK-3. Des 
recherches préliminaires, effectuées par notre laboratoire, sur le lien entre la protéine 
mTOR et la PIMT ont permis d'identifier une modulation de l'expression de la PIMT 
en présence de lithium, un inhibiteur de GSK-3. Notre étude s'est donc effectuée sur 
des cellules cancéreuses de cerveau humain, des glioblastomes (U-87), qui présentent 
une forte concentration en PIMT et en GSK-3. Le traitement de ces cellules par 
différents inhibiteurs de GSK-3 a démontré une augmentation de l'expression de la 
PIMT et cette augmentation serait probablement associée à la phosphorylation de 
GSK-3. 
CHAPITRE II
 
MATÉRIEL ET MÉTHODES
 
2.1 Matériel 
La lignée cellulaire de glioblastomes U-87 a été obtenue d'American Type Culture 
Collection (ATCC) (Manassas, VA, États-Unis). Le lithium, le myo-inositol et l'acide 
valproïque proviennent de Sigma Aldrich (Oakville, Ontario, Canada) alors que les 
inhibiteurs pharmacologiques de GSK-3, soit SB-216763 et SB-415286, proviennent de 
TOCRJS Bioscience (Ellisville, MO, États-Urus). Le siRNA contre GSK-3 a été obtenu 
de Cell Signaling Technology (Beverly, MA, États-Urus). Les inhibiteurs de kinases, 
H-89, CaJphostin C et l'inhibiteur d' A.kt ont été obtenus de CaJbiochem (San Diego, CA, 
États-Unis). L'anticorps contre la PIMT provient du service de production d'anticorps de 
J'Institut de recherche en biotechnologie (Montréal, Québec, Canada). Les anticorps 
contre GSK-3 a phosphoryJée et contre la ~-caténine ont été obtenus de Cell Signaling 
Technology (Beverly, MA, États-Unis) alors que l'anticorps contre la forme 
phosphorylée de GSK-3 ~ a été obtenu de Cedarlane Laboratories (Hornby, Ontario, 
Canada) et l'anticorps contre GSK-3 a1~ a été acheté chez Calbiochem (San Diego, CA, 
États-Unis). L'anticorps contre l'a-tubuJine provient de Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA, États-Unis). Les anticorps secondaires anti-Japin et anti-souris ont été acquis 
de Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA, États-Unis). 
2.2 Méthodes 
2.2.1 Culture cellulaire 
Les cellules U-87 ont été maintenues en culture dans un milieu MEM (Invitrogen, 
Burlington, Ontario, Canada) contenant 10 % de sérum de veau supplémenté (Hyclone 
Laboratories, Logan, UT) et 10 mM de pyruvate à 37°C dans une atmosphère humide 
contenant 5% de COz. 
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2.2.2 Traitements des cellules avec différents inhibiteurs 
Les cellules U-87 ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits (34,8 mm de 
diamètre) à raison de 50000 cellules par puits et incubées dans du milieu MEM avec 
sérum pendant 48 heures. Par la suite, les cellules ont été traitées en présence de sérum 
avec les différents agents pour vérifier l'effet de l'inhibition de G8K-3 sur la PIMT, soit 
le lithium, le myo-inositol, l'acide valproïque, le 8B-216763 et le 8B-415286. Les 
cellules ont aussi été mises en présence de différents inhibiteurs de protéines kinases, soit 
un inhibiteur de la protéine kinase A, le H-89, un inhibiteur de la protéine kinase C, le 
Calphostin C et un inhibiteur de la protéine kinase B, l'inhibiteur d'Alet. Lorsque le 
contrôle l'exigeait, les cellules étaient mises en présence de 0.1 % de diméthylsulfoxide 
(DM80). Après le temps d'incubation approprié, les cellules ont été lysées et 
J'expression des protéines a été vérifiée par immunobuvardage de type Western. 
2.2.3 Traitement des cellules avec un siRNA contre GSK-3 aJ~ 
Les cellules U-87 ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits à raison de 50 000 
cellules par puits et incubées dans du milieu MEM avec sérum mais pendant 24 heures. 
Par la suite, le milieu de culture est remplacé par du milieu MEM avec sérum frais et les 
cellules sont mises en présence d'une solution contenant du milieu MEM sans sérum, un 
agent de transfection HighPerfect avec ou sans le siRNA contre G8K-3 a/~ de manière à 
obtenir une concentration finale de 50 nM. Le traitement avec siRNA a été de 48 heures. 
Par la suite les cellules ont été lysées et l'expression de GSK-3 en présence du siRNA a 
été vérifiée par immunobuvardage de type Western. 
2.2.4 Lyse cellulaire 
Après deux lavages avec un tampon phosphate salin (PBS) ne contenant ni calcium ni 
magnésium, préchauffé à 37°C, les cellules ont été lysées dans du tampon de lyse RIPA 
(300 mM NaCI, 2% Nonidet P40, 1% acide déoxycholique, 0,2% SDS (sodium dodécyl 
sulfate) et 100 mM Tris, pH 7,4) également préchauffé à 37°C et contenant des 
inhibiteurs de phosphatases (NaF et NaV03 à 1 mM chacun). Les cellules ont ensuite été 
récoltées et conservées sur la glace pendant 30 minutes, avec agitation aux 5 minutes. Par 
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la suite, les cellules ont été centrifugées à 10 000 g pendant 10 minutes à 4°C et le 
surnageant a été conservé à -40°C jusqu'à ce que les échantillons soient analysés. 
2.2.5 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide et immunobuvardage de type 
Western 
Les protéines contenues dans les différents échantillons ont été dosées par la méthode 
de micro-BCA de Pierce (Rockford, IL, États-Unis). Par la suite, 15 !lg de protéines ont 
été prélevés et mixés avec un tampon d'échantillon pour électrophorèse (62,5 mM 
TrisIHCI pH 6,8, 10% Glycérol, 2 % SOS, 5% ~-mercaptoéthanolet 0,00625% bleu de 
bromophénol) puis chauffés à 100°C pendant 4 minutes. Les échantillons ainsi préparés 
ont ensuite été déposés sur gels de polyacrylamide selon la méthode de Laemmli (1970). 
Les gels de séparation utilisés contenaient 12,5% (p/v) d'acrylamide et 0,3 % (p/v) de 
N,N-méthylène-bis-acrylamide, 0,375 M de TrisIHCI à pH 8,8, 0,1% (v/v) de SOS, 
0,5 !lI/ml de N,N,N' ,N-tétraméthylènediamine (TEMEO) et 0,5 mg/ml de persulfate 
d'ammonium (APS). Les gels d'entassement contenaient 3,8% (p/v) d'acrylamide et 
0,1% (p/v) de N,N- méthylène-bis-acrylamide, 0,125 M de TrisIHCI pH 6,8, 0,1% (v/v) 
de SOS, 1 !lI/ml de TEMEO et 0,5 mg/ml d'APS. La migration des protéines s'est 
effectuée à 120 volts pendant 30 minutes et s'est poursuivie à 170 volts jusqu'à ce que le 
bleu de bromophénol soit sorti du gel. 
Suite à l'électrophorèse, les protéines ont été transférées sur une membrane de 
polyvinylidène difluoride (PVOF) ayant une porosité de 0,45 !lm. Les transferts ont été 
effectués à 80 mA pour chaque gel pendant 1 heure dans un tampon de transfert (96 mM 
glycine, 10 mM Tris et 10% méthanol). Les membranes ont ensuite été incubées à 
température pièce, pendant 1 heure dans un tampon de blocage Tris salin (TBS) (150 mM 
NaCI et 20 mM TrisIHCl pH 7,5) contenant 0,1 % de Tween-20 et 5% de lait en poudre. 
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2.2.6 Immunodétection des protéines 
Après le blocage des sites de liaisons non spécifiques, les membranes ont subi 3 
lavages successifs de 15 minutes dans un tampon TBS contenant 0,3% de Tween-20. Par 
la suite, les membranes ont été incubées à 4°C pendant toute la nuit en présence de 
l'anticorps primaire approprié. Les anticorps ont été dilués dans un tampon TBS 
contenant 0,1% de Tween-20 et 3% de sérum d'albumine bovine (BSA) sauf pour 
l'anticorps contre la PIMT : PIMT 1 :50 000, GSK-3 a/~ 1 :5000, phosphoGSK-3 a et 
phosphoGSK-3 ~ 1 :1000, ~-caténine 1 :10 000 et a-tubuline 1 :250. Par la suite, les 
membranes ont de nouveau subi 3 lavages successifs de 15 minutes dans un tampon TBS 
contenant 0,3% de Tween-20 puis ont été incubées pendant 1 heure à température pièce 
en présence des anticorps secondaires couplés à la peroxydase et dilués 1 :2500 dans un 
tampon TBS contenant 0,1 % de Tween-20 et 5% de lait en poudre. Suivant cette 
incubation, les membranes de PVDF ont été mises en présence d'une solution permettant 
d'obtenir un signal de chemiluminescence (ECL) pendant 1 minute puis, elles ont été 
exposées sur des films Fuji pour la détection des protéines d'intérêt. L'analyse de 
l'intensité relative des différentes protéines détectées sur les autoradiogrammes a été 
effectuée à l'aide d'un logiciel de densitométrie intégré à un système d'imagerie 
numérique. 
2.2.7 Analyse de l'ARNm par RT-PCR 
Les cellules traitées avec le lithium, l'acide valproïque et le SB-4l5286 ont été 
directement lysées puis récoltées dans du Trizol (Invitrogen, Burlington, Ontario, 
Canada). Après une incubation de 5 minutes dans ce produit, un volume de chloroforme a 
été ajouté aux différents échantillons, qui ont par la suite subi une vigoureuse agitation et 
une incubation de 3 minutes à la température pièce. Les échantillons ont ensuite été 
centrifugés à 12000 g pendant 15 minutes à 4°C. La phase aqueuse supérieure de chaque 
échantillon a été conservée puis un volume d'isopropanol a été ajouté pour précipiter 
l'ARN. Les échantillons ont alors été centrifugés à 12 500 g pendant 10 minutes à 4°e. 
Après avoir retiré le surnageant, les culots d'ARN obtenus ont été lavés avec un volume 
d'éthanol 75% puis centrifugés à 9500 g pendant 5 minutes à 4°e. Après avoir de 
nouveau retiré les surnageants, les culots d'ARN ont été séchés à l'air libre pendant 
environ 10 minutes puis conservés à -80°e. 
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Après le dosage de l'ARN, 1 Ilg a été prélevé afin d'effectuer l'amplification par 
RT-PCR. Pour effectuer la réaction de RT-PCR, nous avons utilisé le « SuperScript One­
Step RT-PCR with Platinum Taq System» (lnvitrogen, Burlington, Ontario, Canada). 
L'étape de transcription inverse a été effectuée à 50°C, pendant 20 minutes. Pour 
amplifier l'ADNc de la PIMT, l'amorce sens utilisée était: 
5'-GAAGCCCCTTATGATGCCATTC-3' et celle de l'amorce antisens était: 
5'-TTTGAGGACTGAAGATGAGCAATCC-3'. Ces amorces ont permis de générer des 
produits de 299 pb et de 346 pb, correspondant respectivement à l'isoforme 1 et Il de la 
PIMT. Comme contrôle, l'amplification de J'a-tubuline a été effectuée à l'aide de 
l'amorce sens qui était: 5'-GCCATTGCCACCATCAAGAC-3' et l'amorce antisens 
était: 5'-CACACCAACCTCCTCATAATCCTTC-3'. Pour les étapes d'amplification des 
ADNe, la température était maintenue à 94°C pour 2 minutes afin de réaliser la 
dénaturation. Par la suite, l'amplification s'est déroulée à 94°C pour 45 secondes, ensuite 
52°C pour 45 secondes et noc pour 90 secondes et ce durant 30 cycles, et s'est terminée 
par un prolongement de 7 minutes à noc. Les produits obtenus ont été déposés sur un gel 
d'agarose 1,8% pour l'analyse. La présence de bromure d'éthidium dans les gels a permis 
de visualiser les ADNe amplifiés. 
2.2.8 Analyses st.atistiques 
Les expériences ont été réalisées au moins trois fois chacune et les moyennes et les 
écarts-types ont été déterminés à l'aide du logiciel Prism de Macintosh. Les analyses 
statistiques ont été réalisées par test non pairé selon la méthode du « StudentJest ». 
CHAPITRE 3 
RÉSULTATS 
3.1	 Le traitement des cellules V-87 avec une dose thérapeutique de lithium induit 
l'expression de la PIMT 
Des résultats préliminaires, obtenus au laboratoire, ont démontré une modulation 
de l'expression de la PIMT dans des glioblastomes humains mis en présence d'une 
faible concentration de lithium, soit 50 IlM. Or, la dose thérapeutique de lithium, 
utilisée notamment pour le traitement des désordres bipolaires, est de 1 mM (Jope, 
2003). Dans cette optique, nous avons voulu vérifier l'expression de la PIMT, dans 
une cinétique, en employant une dose thérapeutique de lithium. La figure 3.1 A 
démontre une augmentation de l'expression de la PIMT en présence du lithium, pour 
chacun des temps étudiés, cette augmentation de la PIMT étant maximale à 48 
heures. Un fait intéressant à noter est que l'expression de la PIMT, dans les cellules 
non traitées, augmente également en fonction du temps, selon la confluence des 
cellules. C'est pour cette raison qu'un contrôle a été effectué pour chaque temps de 
traitement avec le lithium. De plus, comme la molécule de lithium utilisée pour le 
traitement des cellules se compose de deux ions (Lt et Cr), nous voulions nous 
assurer que la réponse observée était bien liée à l'effet du lithium plutôt qu'à celle du 
chlore. Nous avons donc comparé J'expression de la PIMT dans des cellules mises en 
présence de chlorure de lithium ou de chlorure de sodium. La figure 3.l B montre 
encore une fois l'augmentation de l'expression de la PIMT en présence de lithium 
mais aucun effet marqué de la part du sodium, sinon une faible diminution de 
l'expression de la PIMT. Il est important de mentionner que les conditions 
d'incubation n'étaient pas les mêmes que pour la cinétique. Dans ce cas-ci, les 
cellules ont été traitées avec 10 mM de lithium, pendant 1 heure, dans le but 
d'optimiser l'inhibition de GSK-3. Toutefois, l'effet sur l'expression de la PIMT 
demeure sensiblement le même que celui obtenu lors du traitement de 48 heures avec 
l mM, durant la cinétique. Ces conditions ont donc été conservées pour les 
manipulations subséquentes. 
Donc, comme l'augmentation de l'expression de la PIMT semble bien être 
associée à l'effet du lithium, nous avons par la suite tenté d'identifier quel pouvait 
être le mécanisme utilisé par le lithium pour influencer la PIMT. 
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3.2 Effets du myo-inositol et de l'acide valproïque sur l'expression de la PlMT 
Dans la cellule, le lithium possède deux cibles principales: l'inositol 
monophosphatase et la protéine GSK-3. Dans la voie de l'inositol, le lithium peut inhiber 
l'inositol monophosphatase et l'inositol polyphosphate I-phosphatase. Ces deux enzymes 
jouent un rôle clé dans la régulation et la synthèse de l'inositol. Ainsi, en inhibant ces 
deux enzymes, le lithium crée une diminution de la concentration d'inositol dans la 
cellule (Williams et Harwood, 2000). À partir de ces informations, nous avons voulu 
vérifier si l'augmentation de l'expression de la PIMT observée en présence de lithiwn 
pouvait être associée à une baisse du niveau d'inositol dans la cellule. Pour ce faire, nous 
avons traité les cellules avec du lithium et/ou du myo-inositol. La présence du myo­
inositoJ lors du traitement avec le lithiwn pourrait ainsi compenser pour la perte en 
inositol provoquée par le lithium et, s'il y a lieu, empêcher la surexpression de la PIMT. 
En conséquence, nous avons pu constater que le myo-inositol seul ne modifie pas 
l'expression de la PIMT et que la combinaison du myo-inositol et du lithium entraîne une 
légère augmentation de la PIMT, tout comme le lithium seul (Figure 3.2A). Ces résultats 
suggèrent donc que l'augmentation de l'expression de la PIMT par le lithium passe 
probablement par un autre mécanisme que la voie de l'inositol. Or, Je lithium est 
également connu pour son inhibition de la protéine GSK-3. Afin de vérifier si l'effet du 
lithium sur la PIMT pouvait être associé à son inhibition de GSK-3, nous avons traité les 
cellules avec de l'acide valproïque (YPA), un agent également utilisé pour le traitement 
des désordres bipolaires et connu pour inhiber GSK-3 (Chen et al, 1999), bien que son 
mécanisme d'action ne soit pas encore très bien élucidé. Nous avons donc incubé les 
cellules pendant 1 heure en présence d'une dose thérapeutique d'acide valproïque, soit 
600 ~M ainsi que des doses légèrement supérieures de 1 et 2 mM, puis nous avons 
comparé l'expression de la PIMT dans ces conditions, avec celle obtenue en présence de 
lithium. De la sorte, nous avons pu observer une augmentation marquée de l'expression 
de la PIMT en présence des différentes doses d'acide valproïque qui est sensiblement 
pareille à celle observée lors du traitement avec le lithium (Figure 3.2B). Ces résultats ont 
donc (t,'(é notre étude sur l'implication de l'inhibition de GSK-3 dans la modulation de 
l'expression de la PIMT. 
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3.3 L'inhibition de GSK-3 stimule l'expression de la PIMT 
8ien que le lithium et l'acide valproïque soient connus pour inhiber GSK-3, il 
demeure toutefois que ces inhibiteurs ne sont pas spécifiques à GSK-3. Tel que 
mentionné précédemment, le lithium peut également agir sur l'inositol alors que 
l'acide valproïque peut agir sur de nombreuses autres protéines telles que PKC, 
MAPK ou 8cl-2 (Harwood et Agam, 2003). Alors, afin de vérifier si les résultats 
obtenus précédemment pouvaient être liés à l'inhibition directe de GSK-3, nous 
avons regardé l'expression de la PIMT après un traitement des cellules avec des 
inhibiteurs spécifiques à GSK-3 : S8-216763 et S8-415286. Ce sont des inhibiteurs 
hautement sélectifs, qui compétitionnent avec l'ATP pour inhiber les deux formes de 
GSK-3 et qui possèdent des ICso respectives de 34 nM et 78 nM (Cross et al, 2001). 
Cependant, le S8-216763 est peut-être légèrement moins efficace que le S8-415286 
dû au fait qu'il a tendance à précipiter lorsqu'il est en présence d'eau. Ainsi, le 
traitement des cellules avec ces deux inhibiteurs spécifiques de GSK-3 a permis de 
constater une forte augmentation de l'expression de la PIMT (Figure 3.3A). De plus, 
nous avons dans ce cas-ci vérifié l'expression de la p-caténine. Si GSK-3 est 
effectivement inhibée par les S8-216763, S8-415286 ou par le lithium, l'expression 
de la p-caténine devrait augmenter, dû à l'arrêt de sa dégradation et, par conséquent, 
nous devrions constater son accumulation dans la cellule. En observant la figure 
3.3A, c'est effectivement ce qui peut être remarqué. Lorsque les cellules sont en 
présence des différents inhibiteurs de GSK-3, l'expression de la p-caténine a 
tendance à augmenter. Ceci suggère donc fortement que GSK-3 est inhibée, validant 
ces résultats. Par ailleurs, puisque les résultats obtenus tendent tous vers une 
régulation de la PIMT par l'intermédiaire de GSK-3, nous avons décidé d'employer 
un siRNA dirigé contre les deux isoformes de GSK-3. Toutefois, les résultats obtenus 
avec le siRNA ne sont guère concluants. En analysant l'expression des formes a et p 
de GSK-3, obtenue après le traitement de 48 heures avec le siRNA, il est possible de 
constater une faible inhibition des delLx isoformes de la protéine (Figure 3.38). 
Cependant, un point important dans ce résultat est que l'expression de la PIMT 
semble être stimulée de la même manière que la protéine GSK-3 est inhibée (Figure 
3.38). Ceci nous permet donc de penser que la PIMT peut effectivement être régulée 
par l'intermédiaire de GSK-3. Ces résultats préliminaires devront cependant être 
reproduits afin de valider la régulation de l'expression de la PIMT via GSK-3. Ainsi, 
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suite à ces résultats, nous avons tenté de savoir si la phosphorylation de GSK-3 
pouvait être associée à l'augmentation de l'expression de la PIMT. 
3.4	 La phosphorylation de GSK-3 sur la sérine 9 est associée à l'augmentation de 
l'expression de la PIMT 
Comme les résultats précédents suggéraient que c'est l'inhibition de GSK-3 qui 
contrôle l'expression de la PIMT, nous avons voulu nous en assurer en vérifiant 
J'état de phosphorylation sur la sérine 9 de GSK-3 ~, qui est le site d'inhibition de la 
protéine. En théorie, plus GSK-3 est inhibée, plus son niveau de phosphorylation 
devrait être élevé. Par conséquent, si le niveau de phosphorylation de GSK-3 
contrôle l'expression de la PIMT, nous devrions observer une augmentation du 
niveau d'expression de la PIMT. Nous avons donc utilisé les inhibiteurs de GSK-3, 
soit le lithium, l'acide valproïque et le S8-415286, puis avec un anticorps contre la 
forme phosphorylée de GSK-3 ~, nous avons vérifié Je niveau de phosphorylation de 
la protéine. Nous avons pu remarquer que le niveau de phosphorylation de la sérine 9 
de GSK-3 ~ augmente en présence des différents inhjbiteurs et ce, plus fortement en 
présence de lithium et de SB-4l5286 (Figure 3.4). Nous avons également vérifié 
l'expression de la PIMT et tel qu'attendu, le niveau d'expression de la PIMT semble 
suivre le niveau de phosphorylation de GSK-3 ~. Ces résultats confirment donc que 
l'augmentation de l'expression de la PIMT, observée lors de l'inillbition de GSK-3, 
est associée à son niveau de phosphorylation. Ceci nous amenait alors à tenter de 
déterminer à quel niveau GSK-3 pouvait réguler la PI MT. 
3.5 L'augmentation de l'expression de la PIMT par les inhibiteurs de GSK-3 est 
associée avec une augmentation de son ARNm ainsi qu'une augmentation de sa 
synthèse 
Les quantités de protéines peuvent être régulées à deux niveaux: soit par la 
traduction de leur ARNm en protéines ou par leur dégradation. Afin de déterminer à 
quel niveau l'inhibition de GSK-3 influençait l'expression de la PIMT, nous avons 
d'abord analysé par RT-PCR l'expression de son ARNm après un traitement des 
celluJes avec les différents inhibiteurs utilisés précédemment. Les résultats obtenus 
démontrent une augmentation de l'expression des deux isoformes de l'ARNm de la 
PIMT en présence de chaque inhibiteur de GSK-3. Cette augmentation est plus 
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marquée en présence d'acide valproïque et de SB-4l5286, l'inhibiteur spécifique de 
GSK-3, pour l'isoforme I(Figure 3.5A), alors que pour l'isoforme II, l'augmentation 
est sensiblement la même pour tous les inhibiteurs, quoique légèrement plus faible 
pour le SB-4l5286. 
De plus, nous avons également vérifié si la PIMT pouvait être régulée par GSK-3 
au niveau de sa synthèse. Pour ce faire, nous avons effectué un pré-traitement d'une 
heure avec de la cyc!oheximide, un agent connu pour inhiber l'élongation des 
protéines lors de leur synthèse, sur les cellules normalement traitées au Lithium. Les 
résultats permettent de remarquer qu'il y a inhibition complète de la surexpression de 
la PIMT lorsque les cellules sont traitées conjointement avec la cyc!oheximide et le 
lithium (Figure 3.5B). Ces résultats suggèrent donc tout d'abord que ['inhibition de 
GSK-3 permet une régulation positive du niveau de l'ARNm de la PIMT, soit par une 
stabilité accrue de ces ARNm ou une augmentation de leur transcription. Aussi, 
l'inhibition de GSK-3, du moins par le lithium, semble stimuler la synthèse protéique 
de la PIMT et ainsi permettre une augmentation de son expression dans la cellule. 
Suite à ces résultats, nous avons tenté de déterminer si certaines voies de 
signalisation, qui impliquent GSK-3, peuvent influencer l'expression de la PIMT. 
3.6 Les voies	 de PKA, PKC et Akt, impliquant GSK-3, ne semblent pas influencer 
l'expression de la PIMT 
Les kinases PKA, PKC et Akt sont toutes impliquées dans la régulation de 
GSK-3. Lorsque ces kinases sont activées dans la cellule, GSK-3 est alors 
phosphorylée et inactivée (Doble et Woodgett, 2003). Nous avons tenté d'identifier si 
l'une de ces kjnases qui régulent l'activité de GSK-3 pouvait influencer l'expression 
de la PLMT. Pour ce faire, nous avons utilisé des inhibiteurs pour chaque protéine, 
soit le H-89 pour la PKA, le Calphostin C pour inhiber PKC et un inhibiteur d'Akt. 
En inhibant ces kinases, GSK-3 devrait être moins phosphorylée dans la cellule. Nous 
voulions donc vérifier si cela pouvait avoir une influence sur l'expression de la 
PIMT. Or, en observant l'effet de ces inhibiteurs sur le niveau basal de 
phosphorylation de GSK-3, nous pouvons constater une légère diminution en 
présence des inhibiteurs de PKA et PKC mais rien de significatif (Figure 3.6A). Par 
ailleurs, nous avons également vérifié l'expression de la PIMT en présence de ces 
inhibiteurs et nous n'avons constaté aucune modification dans ces conditions (Figure 
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3.6A et B). Nous avons ensuite vérifié l'effet de la combinaison du lithium avec ces 
inhibiteurs. Nous remarquons que le lithium provoque une augmentation du niveau de 
phosphorylation de GSK-3 a et ~ (Figure 3.6A). Toutefois, il n'y a pas d'effets 
cumulatifs du lithium et des inhibiteurs de PKA et PKC sur la phosphorylation des 
deux isoformes de GSK-3 (Figure 3.6A), indiquant que le lithium agit sur la 
phosphorylation de GSK-3 indépendamment de ces kinases. De plus, il est possible 
de constater, comme dans les résultats précédemment obtenus dans la figure 3.4, que 
le niveau d'expression de la PIMT suit celui de la phosphorylation de GSK-3 mais 
avec une augmentation moins prononcée (Figure 3.6A). 
D'un autre côté, un fait intéressant à remarquer est que l'inhibiteur d'Akt semble 
être celui qui a le plus d'effet sur la phosphorylation de GSK-3 et le niveau de la 
PIMT. En effet, si nous nous attardons aux résultats obtenus pour cet inhibiteur, il est 
possible d'observer une plus forte chute dans le niveau de phosphorylation de 
GSK-3 ~ et surtout de GSK-3 a (Figure 3.6A). De plus, c'est le seul inhibiteur qui 
semble influencer le niveau d'expression de la PIMT, qui diminue légèrement en 
présence de cet inhibiteur. Par ailleurs, lorsque J'inhibiteur d'Akt est mis en présence 
de lithium, il est possible d'observer une augmentation de la phosphorylation de 
GSK-3 mais cette augmentation est moins forte que pour les deux autres inhibiteurs 
(Figure 3.6A). Aussi, en présence de lithium et de l'inhibiteur d'Akt, le niveau 
d'expression de la PIMT ne varie pas (Figure 3.6B). Ce résultat suggère qu'il pourrait 
y avoir une régulation de la PIMT par GSK-3 via la voie de PI3K et Akt. Cependant, 
un traitement des cellules avec de la Wortmannin, un inhibiteur spécifique de la voie 
de PI3K, ne démontrait aucune modulation de l'expression de la PIMT (résultats non 
montrés). Donc, ces résultats permettent de conclure que les kinases PKA et PKC ne 
sont pas impliquées dans la régulation de la PIMT par GSK-3. D'autre part, il est 
possible que la kinase Akt, en agissant à travers la phosphorylation de GSK-3 a et ~, 
puisse réguler l'expression de la PIMT. Cependant, des expériences supplémentaires 
seront nécessaires pour appuyer cette hypothèse de travail. 
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Figure 3.1 Cinétique de l'expression de la PIMT en présence d'une concentration 
thérapeutique de lithium. (A) Les cellules U-87 ont été mises en présence d'une 
concentration thérapeutique de chlorure de lithium (LiCI) de 1 mM pendant des temps de 
4, 8, 18, 48 et 72 heures. Les cellules utilisées comme témoin ont été mises en présence 
d'eau pendant les mêmes temps d'incubation. (B) Les cellules U-87 ont été mises en 
culture en présence de chlorure de lithium (LiCI) et de sodium (NaCI) à une concentration 
de 10 mM pendant 1 heure afin de démontrer la spécificité du lithium à stimuler 
l'expression de la PIMT. Après les différents traitements, les cellules ont été lysées puis 
les protéines ont été déposées sur un gel d'électrophorèse SDS-PAGE et ont été soumises 
à un immunobuvardage de type Western. La PIMT a été immunodétectée ainsi que 
l'a-tubuline qui a servi de contrôle pour s'assurer d'une quantité constante de protéines 
dans chaque puits. L'analyse densitométrique de la PIMT est représentative de trois 
expériences individuelles et l'astérisque (*) identifie les valeurs de p < 0,05, pour le 
« Student Test », qui sont des valeurs considérées significativement différentes par 
rapport au témoin 
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Figure 3.2 Effets du myo-inositol et de l'acide valproïque sur l'expression de la 
PIMT. (A) Les cellules U-87 ont été mises en présence de myo-inositol à 20 mM, de 
lithium (LiCI) à 1 mM ou d'un mélange myo-inositol 20 mM et lithium (LiCI) 1 mM 
pendant 18 heures. Les cellules utilisées comme témoin ont été mises en présence d'eau 
pendant 18 heures. (8) Les cellules U-87 ont été mises en présence de lithium (LiCI) à 
1 ou 10 mM ou d'acide valproïque à 0,6, 1 ou 2 mM pendant 1 heure. Les cellules 
utilisées comme témoin ont été mises en présence d'eau pendant 1 heure. Après les 
différents traitements, les cellules ont été lysées puis les protéines ont été déposées sur un 
gel SDS-PAGE et ont été soumises à un immunobuvardage de type Western. La PIMT a 
été immunodétectée ainsi que l'a-tubuline. L'analyse densitométrique de la PIMT est 
représentative de trois expériences individuelles et l'astérisque (*) identifie les valeurs de 
p < 0,05, pour le « Student Test », qui sont des valeurs considérées significativement 
différentes par rapport au témoin. 
31 
A cu Ctl LiCI 
4, ; ~ PIMT 
~H ~-caténine1- .. il1 
;1 a.-tubuline 
â> 2.0 
* 
c:::::J Ctl ~ ~ 
.2" ë 
.Q) 0
'0 c.> 1.5 
* 
_LiCI 
c:::::J Ct! DMSO 
a §
._ 
~ 
t0 1.0 
OSB-216763 
.. SB-415286 
111 Q. 
ln li0. ~ 0.5 
>< 
w 
IV 
Q.
- 0.0 
PIMT p-caténine 
\\:.,,\B C\\ y\C\ ~~fl,'( s#~ 
I_~ I PJMT 
1====1; GSK-3 
1_"'-" 1ll.-tuhuline 
Figure 3.3 L'inhibition de GSK-3 stimule l'expression de la PIMT. (A) Les cellules 
V-87 ont été traitées avec des inhibiteurs pharmacologiques de GSK-3, soit le S8-216763 
à 5 !-lM et le S8-415286 à 30 !-lM pendant l heure. Les cellules utilisées comme témoin 
ont été traitées avec du DMSO pendant 1 heure. Les cellules ont été traitées en parallèle 
avec du lithium à 10 mM pendant 1 heure et les cellules témoins avec de l'eau pendant 1 
heure. (8) Les cellules V-87 ont été transfectées avec un siRNA contre les deux formes 
de GSK-3, a et ~, à 50 nM pendant 48 heures. Les cellules utilisées comme témoins ont 
été mises en présence de l'agent transfectant (HiPerfect) seul, pendant 48 heures. 
D'autres cellules U-87 ont été traitées avec du lithium à 1°mM pendant 1 heure. Après 
les différents traitements, les cellules ont été lysées puis les protéines ont été déposées sur 
un gel SDS-PAGE et ont été soumises à un immunobuvardage de type Western. Les 
protéines qui ont été immunodétectées sont la PIMT, la 13-caténine, les formes a et ~ de 
GSK-3 ainsi que J'a.-tubuline. L'analyse densitométrique de la PIMT et de la ~-caténine 
lors du traitement avec les inhibiteurs pharmacologiques est représentative de trois 
expériences individuelles et l'astérisque (*) identifie les valeurs de p < 0,05, pour le 
«Student Test », qui sont des valeurs considérées significativement différentes par 
rapport au témoin. Les résultats du si RNA sont représentatifs d'une seule expérience. 
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Figure 3.4 La phosphorylation de GSK-3 sur la serine 9 est assoclee à 
l'augmentation de l'expression de la PIMT. Les cellules U-87 ont été traitées avec les 
inhibiteurs de GSK-3 soit le lithium à 10 mM, l'acide valproïque à 2 mM et le 
SB-415286 à 30 f.!M pendant 1 heure. Les cellules utilisées comme témoins ont été mises 
en présence d'eau ou de DMSO pendant 1 heure. Après les différents traitements, les 
cellules ont été lysées puis les protéines ont été déposées sur un gel SDS-PAGE et ont été 
soumises à un immunobuvardage de type Western. Les protéines qui ont été 
immunodétectées sont la PIMT, la forme phosphorylée de GSK-3 p(pGSK-3 P) ainsi que 
GSK-3 ct et ~ qui a servi de contrôle pour s'assurer d'une quantité de protéines constante 
dans chaque puits. L'analyse densitométrique de la PIMT et de pGSK-3 ~ est 
représentative de trois expériences individuelles et l'astérisque (*) identifie les valeurs de 
p < 0,05, pour le «Student Test », qui sont des valems considérées significativement 
différentes par rapport au témoin. 
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Figure 3.5 L'augmentation de l'expression de la PIMT par les inhibiteurs de GSK-3 
est associée avec une quantité accrue de son ARNm et une augmentation de sa 
synthèse. (A) Les cellules U-87 ont été traitées avec les différents inhibiteurs de GSK-3 : 
le lithium à 10 mM, l'acide valproïque à 2 mM ou le SB-415286 à 30 JlM, pendant 1 
heure. Les cellules utilisées comme témoins ont été mises en présence d'eau ou de 
DMSO, pendant 1 heure. Après les différents traitements, l'ARN des échantillons a été 
isolé et soumis à un RT-PCR avec les amorces spécifiques pour les deux isoformes de la 
PIMT ou avec les amorces pour l'a-tubuline. Les ADNc ont été colorés avec le bromure 
d'éthidium après leur séparation sur gels d'agarose 1,8%. (B) Les cellules U-87 ont été 
traitées avec du lithium à 1 ou 10 mM pendant 1 heure avec ou sans un pré-traitement 
d'une heure avec de la cycloheximide (Chx) à 10 JlglmL Les cellules utilisées comme 
témoins ont été mises en présence d'eau pendant 1 heure avec ou sans le pré-traitement à 
la cycloheximide. Après les traitements, les cellules ont été lysées puis les protéines ont 
été déposées sur un gel SOS-PAGE et ont été soumises à un immunobuvardage de type 
Western. Les protéines qui ont été immunodétectées sont la PIMT et l'a-tubuline. Ces 
résultats sont représentatifs d'au moins trois expériences et l'astérisque (*) identifie les 
valeurs de p < 0,05, pour le «Student Test », qui sont des valeurs considérées 
significativement différentes par rapport au témoin. 
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Figure 3.6 Les voies de PKA, PKC et Akt, impliquant GSK-3, ne semblent pas 
influencer l'expression de la PIMT. (A) Les cellules U-87 ont été traitées avec 
différents inhibiteurs de protéines kinases dont le H-89 (PKA) à 48 nM, le Calphostin C 
(PKC) à 50 nM et l'inhibiteur d'Alet (PKB) à 1 !lM. Les traitements ont été effectués en 
présence et en absence de lithium à 10 mM, pendant 1 heure. Après les différents 
traitements, les cellules ont été lysées et les protéines ont été déposées sur gels SDS­
PAGE et ont été soumises à un immunobuvardage de type Western. Les protéines qui ont 
été immuoodétectées sont la PLMT, les formes phosphorylées de GSK-3 ct et 13 ainsi que 
GSK-3 ct et Bqui a servi de contrôle pour s'assurer d'une quantité de protéines constante 
dans chaque puits. (B) Les niveaux d'expression de la PIMT et de phosphoGSK-3 Bont 
été mesurés par densitométrie. La forme phosphorylée de GSK-3 ct n'a pas été mesurée 
par densitométrie car elle n'a été détectée qu'une seule fois. Les autres résultats sont 
représentatifs d'au moins trois expériences distinctes. 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
La PIMT est une enzyme de réparation des protéines endommagées au niveau des 
résidus aspartates. Au cours des dernières années, de nombreuses études ont été 
effectuées afin de mieux caractériser ses rôles physiologiques. Un fait important ressort 
de toutes ces études: la PIMT joue un rôle crucial dans le bon fonctionnement du 
cerveau. Or, bien que nous comprenions mieux son rôle dans la cellule, les voies de 
signalisation impliquées dans la régulation de cette protéine demeurent toujours 
inconnues. Dans notre étude, nous nous sommes attardés sur le lien qui pouvait exister 
entre la PIMT et GSK-3, une kinase impliquée dans de nombreux processus 
intracellulaires et qui possède aussi un rôle très important dans le cerveau. 
Ainsi, un traitement de cellules gliales (U-87) avec une dose thérapeutique de lithiwn, 
soit 1 mM, a permis de constater une augmentation croissante de l'expression de la 
PIMT en fonction du temps. Cette augmentation est majeure lorsque les cellules sont en 
présence de lithium pendant 48 heures. Or, la dose de lithium utilisée est reconnue pour 
n'inhiber que partiellement la protéine GSK-3. C'est d'ailleurs la raison pour laquelle, 
selon certains chercheurs, le traitement au lithium doit être un traitement chronique et 
qu'il ne donne des résultats qu'après quelques jours de traitement (lope, 2003). Dans 
notre cas, c'est peut-être ce qui peut expliquer l'augmentation majeure de l'expression de 
la PIMT après un traitement des cellules de 48 heures. Ainsi, le lithium peut inhiber 
directement GSK-3 par compétition avec le magnésium, mais ce serait rapide et 
l'augmentation de la PIMT serait maximale bien avant 48 heures. D'un autre côté, le 
lithium peut également empêcher la déphosphorylation de GSK-3 en inhibant certaines 
phosphatases. Ce processus est généralement plus long, ce qui pourrait expliquer 
l'augmentation majeure après 48 heures. Après cette période, nous avons constaté que 
l'effet du lithium sur l'expression de la PIMT diminuait. Ceci pourrait être associé à une 
plus faible concentration de lithium dans les cellules, dû au temps d'incubation de 3 jours 
ou encore s'expliquer par le fait que les cellules, à ce stade, ont atteint un très haut niveau 
de confluence, ce qui pourrait masquer l'effet du lithiwn sur l'expression de la PIMT. Par 
ailleurs, l'IC so du lithium envers GSK-3 est de 2 mM, ce qui est deux fois plus élevé que 
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la dose utilisée lors de la cinétique. Comme l'objectif premier de cette étude est 
d'identifier les voies de signalisation impliquant la PIMT, nous avons décidé d'effectuer 
les traitements subséquents avec une dose de 10 mM, pendant une heure, afin d'obtenir 
une meilleure inhibition de GSK-3 et d'étudier l'effet de cette inhibition sur l'expression 
de la PlMT. C'est une dose beaucoup plus élevée que l'ICso mais qui permet d'atteindre 
un plus haut degré d'inhibition de la protéine GSK-3. Par ailleurs, des études ont déjà 
utilisé des doses allant jusqu'à 20 mM de lithium afin d'étudier l'inhibition de GSK-3 
sans remarquer d'effet nocif sur les cellules (Zhang et al, 2003). Cette même étude 
démontrait qu'à cette concentration de lithiwn, une augmentation marquée de la 
phosphorylation de GSK-3 ~ se produisait dans un délai de cinq minutes et augmentait en 
fonction du temps. De plus, comme nous avons observé qu'un traitement des cellules 
avec 10 mM de NaCI pendant une heure n'affectait pas l'expression de la PIMT de 
manière significative (figure 3B), et que l'augmentation de l'expression de la PIMT était 
bien attribuable au lithium, nous n'avons pas jugé nécessaire de répéter ce contrôle dans 
les expériences subséquentes. Un autre fait important qui a été observé est l'augmentation 
de l'expression de la PIMT en fonction de la confluence des cellules. C'est un résultat sur 
lequel nous ne nous sommes pas attardés dans Je cadre de cette étude, mais qui mériterait 
d'être approfondi. Cela permet de suggérer que la PIMT pourrait être régulée par 
l'adhérence et/ou l'interaction cellulaire et d'ouvrir de nouvelles hypothèses sur 
l'implication de la PIMT, dans le cancer notamment. 
Par ailleurs, comme le lithium n'agit pas spécifiquement sur GSK-3 dans la cellule, 
mais qu'il peut également intervenir dans la voie de l'inositol, en inhibant deux enzymes 
importantes pour sa synthèse, nous avons donc tenté de déterminer laquelle des deux 
cibles influençait l'expression de la PIMT. Or, le traitement des cellules avec le 
myo-inositol en présence ou en absence de lithium n'a démontré aucun effet majeur sur le 
niveau d'expression de la PIMT, ce qui éliminait l'hypothèse d'une régulation de la 
PIMT par l'inositol. Nous avons donc par la suite utilisé l'acide valproïque pour vérifier 
si l'effet de l'inhibition de GSK-3 était vraiment attribuable à une augmentation de 
l'expression de la PIMT. L'acide valproïque est un agent anti-convulsant, utilisé 
aujourd'hui pour traiter les cas de désordres bipolaires, comme le lithium. Ainsi, bien que 
leurs mécanismes d'action diffèrent, ces deux agents ont comme cible commune la 
protéine GSK-3. Par ailleurs, il a été rapporté qu'une dose thérapeutique de 0,6 mM de 
VPA pouvait inhiber jusqu'à 54% de l'activité de l'isoforme a de la protéine GSK-3 et 
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jusqu'à 86% de l'isoforme /3, dans des neurobJastomes SH-SY5Y (Chen et al, 2000). 
Toutefois, ces résultats peuvent varier selon le type cellulaire. Néanmoins, le traitement 
des cellules U-87 avec différentes doses d'acide valproïque a, tout comme le lithium, 
démontré une augmentation de l'expression de la PIMT. Ces résultats suggèrent donc une 
corrélation entre j'inhibition de la protéine GSK-3, puis une stimulation de l'expression 
de la PIMT et, de ce fait, un rôle probable de la PIMT dans les désordres bipolaires. Un 
fait intéressant en ce qui concerne l'acide valproïque est qu'il est également utilisé 
comme traitement pour l'épilepsie. Or, il a déjà été démontré que les cerveaux atteints 
d'épilepsie expriment moins la PIMT (Lanthier et al, 2002). De ce fait, il serait 
intéressant de véri fier si l'expression de la PIMT, dans les cerveaux de patients atteints 
d'épilepsie, se trouve augmentée lors du traitement avec l'acide valproïque et si cela 
permet la réparation de protéines endommagées. 11 serait également intéressant de vérifier 
l'expression de la PIMT et/ou la présence de protéines endommagées sur les résidus 
aspartates dans des cerveaux atteints de désordres bipolaires. Comme les deux principaux 
agents utilisés pour le traitement de cette maladie permettent l'augmentation de la PIMT, 
il serait intéressant de vérifier si cette protéine n'a pas un rôle à jouer dans cette 
pathologie. 
Bien que le lithium et l'acide valproïque soient efficaces pour inhiber la protéine 
GSK-3, il n'en demeure pas moins que ce ne sont pas des inhibiteurs spécifiques à cette 
kinase. C'est pour cette raison que nous avons procédé à un traitement des cellules avec 
le SB-216763 et le SB-415286. Ce sont deux inhibiteurs hautement spécifiques à GSK-3. 
En effet, une étude a été effectuée sur un groupe de 24 protéines kinases semblables à 
GSK-3, et aucun de ces inhibiteurs ne démontrait une activité envers l'une des ces 
protéines (Cross et al, 2001). Les résultats obtenus lors du traitement des cellules avec ces 
deux inhibiteurs démontrent une augmentation de l'expression de la PIMT, qui est 
semblable à celle obtenue en présence de lithium. Toutefois, il a été rapporté que ces 
inhibiteurs pouvaient également avoir comme cible la cyclin-dependent kinase-l 
(CDK-I) (Meijer, Flajolet et Greengard, 2004). Cependant, un traitement des cellules 
U-87 avec la roscovitine, un inhibiteur de CDK-J qui n'agit pas sur GSK-3, n'a démontré 
aucune modulation de l'expression de la PIMT (résultat non montré) et ce même avec des 
doses 10 fois plus élevées que l'ICso . Ces résultats ont donc permis de confirmer que la 
PlMT est régulée par GSK-3. En parallèle, il a été rapporté que le lithium agit sur GSK-3, 
principalement au niveau de la voie de Wnl. Or, une inhibition de GSK-3 dans cette voie 
38 
permet à la ~-caténine de s'accumuler dans la cellule et, éventuellement, d'être transférée 
au noyau où elle peut activer la transcription de certains gènes. Nous avons donc vérifié 
l'expression de cette protéine lors du traitement des cellules avec le lithium et les deux 
inhibiteurs spécifiques et nous avons effectivement constaté une augmentation du niveau 
d'expression de la ~-caténine. Ce résultat est pertinent, car la ~-caténine, lorsqu'elle 
migre au noyau, permet l'activation de certains facteurs de transcription. Il serait donc 
intéressant de vérifier si le gène de la PIMT est l'une des cibles de l'activation de la 
transcription par la ~-caténine, ce qui pourrait expliquer l'augmentation de son expression 
suite à l'inhibition de GSK-3. 
Nous avons également tenté d'inhiber GSK-3 en utilisant un siRNA dirigé contre les 
deux isoformes de cette protéine. Cependant, les résultats obtenus ne sont pas très 
satisfaisants. En effet, l'inhjbition de GSK-3 après un traitement de 48 heures avec le 
siRNA ne s'est pas révélée aussi efficace que nous pouvions nous y attendre. Ceci peut 
être dû à une mauvaise transfection des cellules, un effet que nous aurions pu vérifier par 
fluorescence. Il se peut également que la protéine GSK-3 possède une longue demi-vie et 
que le traitement de 48 heures avec une seule dose de siRNA ne soit pas suffisant pour 
inhiber adéquatement la protéine dans ce type cellulaire. Cependant, un point positif est 
que l'expression de la PIMT semble tout de même augmentée, même en présence d'une 
faible inhibition de GSK-3, ce qui va dans le même sens que les résultats précédents et 
qui confirme que la PIMT peut être régulée par GSK-3 dans les glioblastomes. 
Nous avons par la suite étudié le rôle de la phosphorylation de GSK-3 sur 
l'expression de la PfMT. Nous avons constaté que l'augmentation de l'expression de la 
PIMT est associée à une augmentation de la phosphorylation de la sérine 9 de 
GSK-3 ~ lorsque cette dernière est inhibée par le lithium, l'acide valproïque ou le 
SB-415286. Ce qu'il serait intéressant d'identifier, c'est si la phosphorylation de GSK-3 
par les différents inhibiteurs est une conséquence directe ou si les inhibiteurs utilisés 
contre GSK-3 n'agissent pas plutôt en inhibant une phosphatase qui permet la 
déphosphorylation de GSK-3. D'ailleurs, des études ont déjà démontré que le lithium 
pouvait inhiber la phosphatase PP2A ainsi que la phosphatase PP1, cette dernière pouvant 
être impliquée dans la déphosphorylation de GSK-3 (Chen et al, 2006; Zhang et al, 
2003). Il serait donc intéressant de tenter d'identifier si l'une de ces phosphatases est 
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responsable de la déphosphorylation de GSK-3 et vérifier l'effet de leur inhibition sur 
l'expression de la PIMT. 
Par la suite, puisque les résultats démontrent clairement que la protéine GSK-3 peut 
réguler l'expression de la PIMT, du moins son inhibition, nous avons donc décidé 
d'analyser à quel niveau se faisait cette régulation. Nous avons donc procédé à l'analyse 
par RT-PCR du niveau d'expression de l'ARNm de la PIMT lorsque les cellules sont 
traitées avec les différents inhibiteurs. Les résultats montrent clairement une 
augmentation du niveau d'expression de l'ARNm de la PIMT. À partir de ces résultats, il 
serait pertinent de déterminer si cette augmentation est associée à une transcription accrue 
du gène de la PIMT, qui pourrait être amorcée par la translocation de la p-caténine au 
noyau, ou à une plus grande stabilité de l' ARNm de la PIMT. Cette dernière hypothèse 
peut s'avérer juste, car une étude récente a rapporté que l'inhibition de GSK-3 p par le 
SB-415286 permettait d'obtenir une stabilité accrue de l' ARNm de la cyclooxygénase-2 
(Thiel et al, 2006). Nous pourrions donc vérifier ce paramètre en effectuant le même 
traitement des cellules avec les inhibiteurs, mais en ajoutant de J'actinomycine D, un 
agent qui peut s'intercaler dans l'ADN et empêcher la synthèse de l'ARN. Par la suite, il 
suffirait de vérifier l'expression de l'ARNm par RT-PCR en temps réel. De plus, nous 
avons également vérifié ce qui se passait au niveau de la synthèse de la PIMT. En 
utilisant la cycloheximide, nous avons pu constater que cela empêchait la stimulation de 
l'expression de la PIMT provoquée par le lithium. Ceci suggère donc que, non seulement 
la PIMT est régulée au niveau de son ARNm par l'inhibition de GSK-3, mais qu'elle l'est 
également au niveau de sa synthèse, peut-être par l'intermédiaire d'eIF2B, un facteur 
impliqué dans l'initiation de la traduction des protéines, connu pour être l'un des substrats 
de GSK-3. Si GSK-3 est inhibée, alors eIF2B n'est plus phosphorylé et peut alors être 
actif dans la cellule. 
Puisque le but de notre étude est de caractériser les voies de signalisation de la PIMT, 
nous avons donc tenté de savoir si l'une des voies qui implique GSK-3 pouvait modifier 
l'expression de la PIMT. Les voies de PKA, PKC et PKB sont quelques-unes des voies 
de signalisation qui, lorsqu'elles sont actives dans la cellule, permettent l'inhibition de 
GSK-3. Puisque nous avions précédemment établi que l'inhibition de GSK-3 stimule 
l'expression de la PIMT, nous voulions savoir si l'activation de cette dernière pouvait 
aussi avoir une influence sur l'expression de la PIMT. Donc, en inhibant les protéines 
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PKA, PKC et Alet, nous serions en mesure de constater une plus faible phosphorylation 
de GSK-3 et, par conséquent, peut-être voir une chute de l'expression de la PIMT. Or, les 
résultats obtenus avec les inhibiteurs de PKA et PKC ne sont pas ceux qui étaient 
attendus. Nous avons effectivement observé une diminution de la phosphorylation de 
GSK-3, mais ce n'est rien de très prononcé. Par ailleurs, le niveau d'expression de la 
PIMT ne varie pas tellement en présence de cette faible activation de GSK-3. Les 
traitements pourraient être effectués à des doses d'inhibiteurs supérieures à celles utilisées 
afin de bien inhiber les cibles identifiées. De plus, des contrôles démontrant l'expression 
de PKA, PKC et Alet devraient être effectués afin de s'assurer de l'inhibition de ces 
kinases lors des différents traitements. Ceci permettrait une analyse plus adéquate de 
l'expression de GSK-3 et de la PIMT dans ces conditions. Il est tout de même possible 
d'observer que l'inhibition de Alet réduit sensiblement la phosphorylation de GSK-3 et 
ceci semble prévenir l'induction de la PIMT en présence de lithium. Ces résultats 
suggèrent que Alet pourrait être impliquée dans la régulation de la PlMT. Le traitement 
pourrait être refait avec des doses plus élevées d'inhibiteur ou encore à des doses 
inférieures si des concentrations élevées s'avèrent cytotoxiques. D'autre part, nous 
pourrions utiliser des agents connus pour activer ces kinases comme l'adénosine 
monophosphate cyclique pour la PKA, J'insuline pour Akt et le diacylglycérol pour PKC, 
et ainsi permettre une inhibition de GSK-3 par l'intermédiaire de ces voies de 
signalisation. Ensuite, nous vérifierions l'expression de la PIMT dans les cellules traitées 
avec ces agents. Cela permettrait peut-être d'identifier une piste pour la régulation de la 
PIMT, en amont de GSK-3. 
Les résultats obtenus au cours de cette étude permettent donc d'établir un lien concret 
entre la protéine GSK-3 et la PIMT. Tl ne fait aucun doute que l'inhibition de GSK-3 
permet la régulation de la PIMT. En perspective, il serait intéressant d'utiliser un mutant 
de GSK-3, muté sur la sérine 9 et/ou 21 afm de confirmer la contribution de la 
phosphorylation de GSK-3 dans la régulation de la PIMT. Il reste également à démontrer 
si une surexpression de GSK-3 dans la cellule induit une inhibition de la PIMT. Si tel est 
le cas, l'étude deviendrait intéressante dans des cas d'Alzheimer. Dans cette pathologie, il 
a été rapporté que l'activité de GSK-3 est augmentée (Kosuga et al, 2005) et que de 
nombreuses protéines portent de résidus aspartates anormaux (Shimuzu, Matsuoka et 
Shirasawa, 2005). Il pourrait donc y avoir un lien entre ces deux protéines dans cette 
maladie. De plus, un paramètre qui n'a pas encore été analysé est l'activité de la PIMT 
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lorsque les cellules sont traitées avec les inhibiteurs de GSK-3. Il serait intéressant de 
vérifier si l'activité de cette protéine augmente de la même manière que son niveau 
d'expression. Si l'activité de la PIMT augmente en présence de lithium, il serait 
intéressant de faire un rapprochement avec les désordres bipolaires et de vérifier l'activité 
de la PI MT dans cette maladie. Cela pourrait peut-être impliquer une plus grande quantité 
de protéines endommagées dans les désordres bipolaires, d'où l'implication de la PIMT 
dans cette maladie. 
CONCLUSION 
La protéine L-isoaspartate (D-aspartate) méthyltransférase est une enzyme de 
réparation des protéines endommagées qui, comme son nom l'indique, permet le transfert 
d'un groupement méthyle sur un résidu L-isoaspartate. Au cours du vieillissement, les 
protéines ont tendance à acclUTIuler davantage de tels dommages, de sorte que le rôle de 
la PIMT croît avec le temps. Par ailleurs, de nombreuses études ont démontré 
l'implication de cette protéine dans plusieurs maladies neurologiques et ont ainsi illustré 
l'importance de cette protéine dans la cellule. Il devient donc essentiel d'identifier les 
voies de signalisation qui régissent les fonctions de cette protéine. À cet effet, notre étude 
a permis d'établir un lien entre la kinase GSK-3 et la PIMT. En effet, nous avons 
démontré que l'inhibition de la protéine GSK-3 avec une dose thérapeutique de lithium, 
de l'acide valproïque et des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques à GSK-3, permet 
une augmentation de l'expression de la PIMT, que cette augmentation est corrélée à la 
phosphorylation de GSK-3 et que la régulation se fait aussi bien au niveau de l'ARNm 
que de la synthèse protéique. Il reste encore beaucoup de travail afin de mieux 
caractériser cette régulation de la PIMT par GSK-3. Toutefois, cette nouvelle voie de 
signalisation pour la PIMT ouvre la porte à de nombreuses nouvelles hypothèses, à savoir 
si la PIMT est impliquée dans les désordres bipolaires ou encore s'il existe un lien entre 
GSK-3 et la PIMT dans la maladie d'Alzheimer. Cette étude a donc permis d'établir un 
lien entre deux protéines qui étaient, jusqu'à maintenant, connues pour leurs implications 
importantes dans la cellule, mais qui étaient alors considérées comme deux entités 
indépendantes. 
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